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Oponentsky posudek diserta¢ni price Ing. Magdalény Ov&adikové:
»Charakterizace lipidi v biologickych vzorcich s vyuzitim kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie*

Autorka se ve své disertatni praci vénuje studiu lipidd s vyuZitim modernich analytickych
metod. Zvolené téma je pro moderni lipidomiku aktudlni. V praci se zabyva tfemi
metodickymi postupy, které vyuZivaji hmotnostni spektrometrii (MS). Prvni dva postupy
vyuZivaji kapalinou chromatografii (LC) k separaci jednotlivych lipidd aZ na urovest
jednotlivych molekul, teti postup vyuZziva pfimou analyzu bez LC, tzv. shotgun metoda.

Prvni metoda vyuziva 2D-LC separace. V prvnim rozméru jsou lipidy rozd€leny na reverzni
fazi (RP) dle povahy hydrofobni ¢asti molekuly a nasledné jsou koelujici lipidy déleny na
HILIC kolon¢ podle povahy hydrofilni &asti separovanych lipidi. Tento piistup je
komplexnéj$i neZ prosta jednorozmérna separace a umoZiiuje lepdi a detailngjsi rozdéleni
studovanych lipidd. Dalsi pfinos je v optimalizaci metody s ohledem na robustnost, coZ neni
Upln€ bézné a o to vice je prezentovand metoda cenndjsi.

Druha metoda vyuziva jednorozmérmou RP-LC separaci. Autorka si stanovila za cil posoudit

retencni chovan{ lipidii na tomto typu kolon. Vysledkem je popis zavislosti tz na poctu uhliki

a dvojnych vazeb v uhlikatych fetézcich lipidt. Autorka dospéla k zavéru, Ze retenéni chovani
lipidi lze s vysokou mirou pifesnosti (chyba do 5-ti %) predikovat a vyuzit k jejich
identifikaci v neznamych smésich. Tento poznatek ma vyznamny dopad na analyzu
neznamych smesi lipidd v rtznych biologickych materidlech a zvysuje tak jistotu jejich
identifikace. Kombinace ta, presné hodnoty m/z zméfené s vysokym rozliSenim, nebo v

kombinaci s tandemovou MS umoziiuje analyzovat sloZité biologické vzorky. P¥inos tohoto
vyzkumu je mnohdy podcetiovan, a o to vice jsou jeho vysledky dilezité.

Tteti metodicky pfistup byl zaloZen na principu tzv. shotgun analyzy, jejiz vyhodou je
zejména jednoduchost. Vzorky jsou do hmotnostniho spektrometru dopravovany bud’ piimou
infuzi ze stiikacky s regulaci rychlosti prtoku, nebo injekei optimalniho mnoZstvi vzorku do
toku mobilni faze. Autorka zvolila druhou variantu a vyuZila tento postup ke kvantitativni
analyze lipidnich extraktii lidskych plic zdravych jedincti a pacientd s nemalobunéénym
karcinomem plic. Vzhledem k incidenci a medicinské zavaZnosti nemalobun&&ného
karcinomu plic je i toto zkoumané téma velmi p¥inosné. Autorka podrobila zméfend data
vhodn€ zvolené statistické analyze, coZ ji umoznilo nalézt rozdily v lipidnich spektrech u
zdravych a nemocnych. Takovéto analyzy jsou zakladem pi hledani biomarkert pro
naslednou diagnostiku onemocnéni.

Autorka vypracovdvala svoji disertaéni praci na pracovisti, které je zamé&teno na lipidomickou
analyzu a ma za sebou bohatou publikaéni &innost v této oblasti. Pracoviste je téZ vybaveno
modernimi piistroji. Tyto skute¢nosti byly pro zvolené téma prace klicové a je z nich patrné,
Ze byly vyuzity predchozi zkuSenosti tymu jejiho kolitele prof. Ing. Michala Hol¢apka, Ph.D.



Autorka uvadi jako podklad své veédecké ¢&innosti ¢lanky publikované v mezinarodnich
impaktovanych Casopisech, kdy v jedné publikaci je prvni autorkou a ve dvou publikacich je
soucasti kolektivu autori. Dalsi tii ¢lanky jsou pfipravovany k publikaci. Dal$imi jejimi
odbornymi aktivitami je jedna publikace v narodnim Casopise, piednasky a postery na
mezindrodnich a ndrodnich konferencich. Védecka ¢innost doktorandky je riiznoroda a plné v
souladu s pfedpoklady pro postgradudlni studium a pfistoupeni k obhajobé& zavéretné prace.
Préace spliiuje veskeré standardy odborné prace a doktorandka prokazala svoji zptisobilost pro
samostatnou védeckou ¢innost.

Bez ohledu na nespornou kvalitu a pfinos diserta¢ni prace mam k praci nékolik p¥ipominek a
dotaz.
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uvedeny rozméry 2D-LC, protoze prvni rozmér separace je provadén na RP. Na f#adcich 20-22
je uvedena nejprve HILIC separace misto RP, o které se zde mluvi. Nasledné je uvedena
stejnd kombinace HILIC-RP.

Ostatni pieklepy:

s. 26, f. 6 — deprivatizace misto derivatizace

s. 38, odst. 2, . 2 — ma tam byt vybocuje

s. 46, odst. 2, f. 3 — mitochondrii

s. 49, odst. 1, . 14 — je tam SE a mélo by tam byt CE
s. 57, odst. 2, f. 2 — misto plazma tam ma byt plazmy

V nékterych Céstech textu teoretického ivodu jsou asi ve dvou pasazich nepiesné formulace,
které ovSem nijak nesniZzuji kvalitu prace. Jedna se o biochemické vztahy, napt. cholin neni
pfimo neurotransmiter, ale je prekurzorem neurotransmiteru acetylcholinu. V pasazi popisujici
tandemovou MS by mohla byt detailn&ji vysvétlena kolizni cela spolu s principem kolizné
indukované fragmentace iontll. Zkratky q a Q by mély byt v textu vysvétleny (napt. s. 31,
odst. 2, f. 4). Vzhledem k obséhlosti prace by bylo vhodné popsat fragmenty pouzivané pii
MS/MS analyze a ne pouze zminku v tabulce P1, ktera je uvedena zejména kvili pouzitym
vnitinim standardtm.

Co ovSem povazuji po formalni a vécné strance za nedostatek prace, je poet a vybér citaci
v teoretické Casti. Pasdze, které zabyvaji se chromatografii, jsou podpofeny pievazné citacemi
od autorti z Univerzity Pardubice (UPCe), pracemi Doc. Lucie Novakové a pouze jednou
zahrani¢ni publikaci. Oddil hmotnostni spektrometrie cituje zejména 1 praci Skolitele autorky
a dal8i 2 citace jsou webové stranky (stranky Skolitele a zahrani¢ni lipidomicky web).
Bohuzel nejde o piimé odkazy k tématu a Ctenaf je tak nucen p¥ipadné informace dohledat.
Sekce zabyvajici se lipidy je téz z hlediska citaci velmi chuda a je zalozena prevazné na
citovani Harperovy biochemie. Déle citace 10 na s. 39, ods. 2 je $patné umisténa. V pasazi
tykajici se iontové mobility cituje jako zdroj stranky www.cancer.org, kde i po zadani ion
mobility nejde dohledat relevantni informace.

Na s. 40, odst. 2 obsahuje posledni fadek informaci o roli lipida pfi nekrdze, coZz mi neni
znamo. Mozna autorka myslela, Ze lipidy jsou vyznamné slozky plati ucpavajicich cévy, coz
vede k ztrat¢ zasobeni okolni tkan¢ a jeji nekroze.

Ptes vySe uvedené piipominky je teoreticky ivod spravny bez ohledu na moznou slabsi praci
se zdroji.
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Pripominky tykajici se vysledku a diskuse:

s. 40, odst. 2, f. 12 — glykosfingolipidy neni spravné, protoZe sfingomyelin neméd cukernou
slozku stejné jako ceramid, takZe spravné je — sfingolipidy

s. 69, odst. 1, . 9 — sfingolipidy (SP) neobsahuji dvé mastné kyseliny, ale pouze jednu, druhy
uhlikaty fetézec je ze sfingoidni baze (aminoalkohol).

Metodicka ¢ast a posléze i diskuse obsahuje citace praci, které jsou v seznamu literatury
oznaceny jako v pfipravé pro publikaci — citace 37, 103 a publikaci 100. Prvni dv& zmin&né
Jsou citovany v souvislosti s metodickymi postupy a jejich validaci. Spravnost postupti a
validaci nelze ovéfit, nebot’ ¢lanky nejsou zatim publikovany a bylo by vhodné jen v kratkosti
popsat kli¢ové informace z téchto textil. Podobna situace se opakuje ve vysledcich a diskusi.

V metodické ¢asti téz chybi udaj o objemu smési chloroform:2-propanol, ve kterych byly
extrakty resuspendovany. Ctenaf tudiz nema informaci, jaké mnoZstvi extraktu je nasledné
analyzovano.

K praci mam nasledujici dotazy:

Autorka zvolila k ptipravé vzorki modifikovanou metodu extrakce dle Folche. Modifikace
spociva vkratsi dob¢ extrakce a zjednodusené pripravé vzorku pied extrakci. Takto
zjednoduSend metoda v kombinaci s naslednymi vysledky vyzaduje zodpovézeni nékolika
dotazt.

1. Jsou extrahovana docela velkd mnozstvi materialu, ktera by méla umoznit analyzovat i
lipidy, které se dle autorky v analyzovaném materialu nevyskytuji. Podivame-li se do
tabulky 5, P3 a P4, tak zjistime, Ze autorka uvadi, Ze v lidské mo¢i, krevni plazmé a
lidskych erytrocyteh nevidéla jiné sfingolipidy neZ sfingomyelin. Pro¢ v t&chto
materidlech nebyly pouzitymi metodami identifikovany i jiné sfingolipidy kromé
sfingomyelinu, napt. ceramid, ceramid mono- a di- hexosid a sulfatid? Lze to chapat
jako jisté omezeni pouzité metody? Pro¢ tabulka P10 shrnujici vysledky analyzy plicni
tkan¢ ukazuje ocekavané spektrum sfingolipidi véetné vyse uvedenych?

2. V. mozku prasete domaciho by mezi sfingolipidy mély byt vyznamné zastoupeny i
gangliosidy. Byly i tyto lipidy soucasti analyzovanych lipidd, nebo je autorka
neanalyzovala?

3. Porovnavala autorka lipidy nalezené v biologickych materidlech s nélezy v jinych
publikovanych pracich? V praci je porovnani s pracemi 6, 45, 104 a 105, coZ jsou
prace publikované tymem prof. M. HolCapka. ZkouSela autorka korelaci vysledka
s vysledky jinych skupin zejména zahrani¢nich? Porovnala autorka vysledky analyzy
zdravé a nddorové plicni tkané, napt. s pracemi Z. Takatse?

4. Autorka k analyze vyuzivala pouze spodni organickou fazi a na jednom misté prace
uvadi moZnost analyzy i vodné frakce. Planuje autorka v budoucnu analyzovat i horni
vodnou fazi? Mysli si autorka, Ze by se v této fazi mohly vyskytovat lipidy vyznamné
pro feSenou problematiku analyzy nadorové tkan&?



5. NeuvaZovala autorka o vyuZiti postupu tzv. dilute and shoot, ktery je asi nejrychlej$im
moznym postupem casto diskutovanym v klinické praxi.

6. V préci je popisovano sloZeni mastnych kyselin v jednotlivych t¥idach lipidd. Jedna se
temei vyhradn€ o non-hydroxy mastné kyseliny. Zejména u sfingolipidii jsou ovsem hydroxy-
mastné kyseliny v jejich molekulach hojné zastoupeny. Pokud ano, co? autorka uvadi
v tabulce P10. Bylo zajimavé posoudit, jak mohou hydroxy- skupiny téchto mastnych kyselin
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7. Jednim z hlavnich pfinost prace je pouziti tg Jako dalsiho identifikaéniho parametru
zejména v neznamych smésich lipidd. Predikce tz s chybou do 5-ti % spolu s ostatnimi

méfenymi parametry je doporuceny postup pro identifikaci nezndmych lipidii ve smésich. Do
jaké miry je tento parametr stabilni a pfenositelny i pro predikci v jinych elu¢nich smésich a
na jinych RP kolonach?

8. Je ptesnost méfeni m/z s chybou do 5-ti ppm dostate¢na pro identifikaci lipida na zaklade
jejich m/z?

9. Uvazovala autorka n€kdy o vyuziti iontové mobility jako separa¢ni a identifika¢ni metody
lipida?

Zaver:

[ ptes n€které nedostatky hodnotim praci jako aktudlni a fesici ddlezitd témata lipidomické
analyzy vyuzivajici hmotnostni spektrometrii v kombinaci s kapalinovou chromatografii a
mnohé jeji zavéry za vysoce piinosné. Praci doktorandky Ing. Magdaleny Ovéadikové
doporuduji pripustit k obhajobé. Predlozend diserza¢ni prace spliiuje pozadavky kladené
na prace obdobného typu a mnohé zvysledkli jiz byly publikovany v impaktovanych
zahrani¢nich ¢asopisech.

Doporucuji téz, aby byl na zikladé uspésné obhajoby pFedloZené prace Ing. Magdaléné
Ov¢éacikové udélen titul Ph.D. v oboru Analyticka chemie.

I
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V Praze 29.9.2016
RNDr. Ladislav Kuchat, Ph.D.

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch
1. 1ékatska fakulta, Univerzita Karlova



Oponentsky posudek doktorské disertatni prace
Ing. Magdalény Ovcacikové
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Charakterizace lipida v biologickych vzorcich s vyuzitim kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie

Rozsah prace

PredloZend disertagni prace je vypracovana v Sirokém pojeti a skldda se tedy z Uvodu, teoretické Casti,
experimentdlni ¢asti, ¢asti vysledkd spojenych s diskuzi, zdvéru, pfehledu literatury a pfiloh.

Ptedkladatelka je prvni autorkou jedné publikace uverejnéné v ¢asopise Journal of Chromatography A a
jedné publikace v Chemickych listech, spoluautorkou na dalSich 2 ¢ldncich, pficemz podil Ing. Ovcacikové na
vysledcich v jednotlivych publikacich je odvoditelny z obsahu disertacni prace. Mirnym nedostatkem je
nejasnost, ktera data jiz byla publikovana a které ¢ldnky slouzi jako podklad prace.

Celd préce je psana Cesky, anotace pak v anglictiné. Uprava prace plné vyhovuje obecnym formalnim
pozadavkim kladenym na disertaéni praci.

Cile

Hlavnim cilem prace byla charakterizace lipid( v biologickych vzorcich. Za timto u¢elem predkladatelka
optimalizovala extrakéni proces lipid(i, pouZivala GC-MS a shotgun MS, navrhovala a optimalizovala 2D LC-
MS a UHPLC-MS metody, které ndsledné aplikovala na testovaci i klinické vzorky.

Teoreticka ¢ast

Teoretickd &ast je napsand &tivé a vénuje se jak instrumentaci tak i klasifikaci lipid. Mirnym nedostatkem je
absence teorie LC separaci vzhledem k tomu, Ze se prace zabyvd vyvojem 2D-LC metody. Popis biologickych
témat je misty aZ pfili§ zjednodusen, ¢imZ hranidi s jiz nespravnym vykladem — nap¥. strana 40 ,Ve formé
tuku a oleje jsou lipidy skladovany v adipocytech, kde jsou uloZeny jako forma energie a kde slouZi také jako
tepelny izolant nékterych organt a podkozi. Dalsi zpUsob skladovani lipidd v organismu je ve formé
lipidovych kapicek, které obsahuji zejména TAG a steryl estery.”

Experimentdlni ¢ast

Experimentélni &asti téméF neni co vytknout. Vzhledem k dlleZitosti statistického zpracovéni dat z klinického
materidlu by bylo vhodné vice rozvést vyhodnocovani vystupti vicerozmérnych metod. Z praktickych véci by

mne zajimalo, jak bylo provedeno spojeni UPLC kolon do série a jaka byla stabilita signalu v shotgun metodé

pfi pratoku 3 ul/min.

Vysledky a diskuze

Vysledky jsou prezentovény jasné a srozumitelné a z velké ¢asti odrazeji jiz publikované &lanky. Naopak
postradam diskuzi ve smyslu zobecnéni poznatkd, ndvrh( fedeni problematickych bodd & moZnosti uplatnéni
vysledku v klinické praxi.



Prvnim cilem préce byla “optimalizace postupu extrakce lipid{ z télnich tekutin a tkdni”. V experimentalni
asti je podrobné popsan protokol extrakci, ve vysledkové ¢asti je jiz jen struéné uvedeno, jaké podminky
byly vyhodnoceny jako optimélni, ale neni uveden postup, jak k tomuto zavéru pfedkladatelka dospéla. Bylo
by vhodné minimalné oddiskutovat negativni ¢i pozitivni vlivy testovanych proménnych - teploty, objemu,
délky extrakce, a dalSich.

Vyvoj komprehensivni dvourozmérné LC/ESI-MS metody byl doveden do stavu, kdy byly otestovany zakladni
varianty zapojeni aparatury, optimalni kombinace kolon, mobilni féze a detekce. Bylo konstatovano, Ze
metodika ma vyrazné limitace, hlavné vzhledem k optimalizované RP-UHPLC/ESI-MS metodé. Cely projekt
byl publikovén v roce 2015 v ¢asopise Analytical and Bioanalytical Chemistry. Neni ale jasné, zda vyvoj
metody pokracoval, nebo bude déle pokracovat, a nebo zda je zavérem negativni hodnoceni 2D LC-MS
pristupu v lipidomice.

Pfi studiu retenéniho chovani lipid& metodou RP-UHPLC-MS byla ziskdna velmi zajimavd a dilezitd data,
které byla déle zpracovana do polynomickych regresi retenénich ¢asd. Tyto informace budou jisté velmi
dobfe vyuZitelné pfi vylepSovani metod typu UHPSFC-MS a byli jiz publikované v ¢asopise Journal of
Chromatography A. Vzhledem k velmi komplexni separaci lipid( by mne zajimalo, jaky ma tato metoda
potencial pro nachdzeni novych molekul — napfiklad estolid( triacylglycerol (McLean S, Davies NW, Nichols
DS, Mcleod BJ. Triacylglycerol estolides, a new class of mammalian lipids, in the paracloacal gland of the
brushtail possum (Trichosurus vulpecula). Lipids. 2015 Jun;50(6):591-604. doi: 10.1007/5s11745-015-4025-9)

Predkladatelka vyuZila téZ peélivé validovanou metodu shotgun MS k analyze klinickych vzorkd
malobunééného plicniho karcinomu. Srovnanim nadorové a nenddorové tkané byly identifikovany skupiny
lipid@, které mély nejvétsi podil na rozdéleni vzorkd podle typu tkédné, coZ je velice progresivni pFistup

s vysokym potencidlem aplikovatelnosti. JelikoZ vstupni definice pro PCA analyzu (zdrava-nezdrava tkér) je
zaloZena na empirii chirurga, bylo by vhodné zohlednit i individudIni kompozici lipid( kazdého pacienta tak,
aby se projevila i vazba mezi parové odebranymi vzorky. Nadorové tkané byly hodnoceny dle mezinarodni
stupnice zavaznosti, aviak tato informace nebyla pro vyhodnoceni vyuZita. Zménila by se skupina markerd,
pokud by se zohlednily vy$e zminéné parametry? Praci by velice prospélo, kdyby byla tato ¢ést dovedena do
stadia publikace jiZ pfed sepisovanim.

Zaveér:

Predlozena prace Fesi aktudlni problematiku z oblasti lipidomiky. Studie byly provedeny na pracovisti
Univerzity Pardubice, které se dané problematice vénuje dlouhodobé a na vysoké drovni, s &imz souvisi i
pouzité metody, které jsou na $pickové Urovni a odpovidaji sou¢asnym trendiim v dané oblasti vyzkumu. Cile
prace byly splnény, zahrnuté publikace, komentare a vysledky dokazuji, Ze pfedkladatelka je seznamena s
problematikou v dané oblasti a je schopna rozvijet védecké pfistupy analytické chemie. Disertalni praci
doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 28. zafi 2016

RNDr. Ondfej Kuda, PhD
Fyziologicky Ustav AV CR v.v.i.
Oddéleni biologie tukové tkané
Videriska 1083
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POSUDEK DISERTACNI PRACE
Ing. Magdaléna Ovciacikova

Charakterizace lipid( v biologickych vzorcich s vyuzitim kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie

Ing. Magdaléna Ovcacikova se ve své disertacni praci vénovala vyvoji chromatografickych a
hmotnostné spektrometrickych metod a jejich aplikacim pro analyzu lipidd. Prace navazuje na
pfedchozi systematicky vyzkum na pracovisti Skolitele a pfinasi nové metodické postupy a
vysledky. Analyza lipid( je velmi aktudini téma, a to zejména v kontextu biologickych véd a
mediciny, nebot lipidomické pfistupy umozZriuji odhalovat klicové role lipidd v patogenezi fady
onemocnéni. Disertatni prace Ing. Magdalény Ovcacikové je tedy vS$irsim kontextu
pfispévkem ke studiu lipid( v biologickych systémech, zejména u ¢lovéka.

Klasicky ¢lenéna disertacni prace ma 161 stran vcetné pfiloh a cituje 116 odbornych
praci. Cile prace zahrnuji optimalizaci pfipravy vzork(, vyvoj analytickych metod a jejich
aplikace. Uvodni kapitoly diserta¢ni prace jsou sepsany s velkou peclivosti a podavaji detailni
pfehled o zakladech pouZitych technik, lipidech a jejich analyze. Pfestoze jsou Gvodni kapitoly
zpracovany prehledné a Ctivé, jejich rozsah povazuji za zbyteéné dlouhy. Radu informaci o
metoddch Ize povazovat za vSeobecné zndmé, vhodné spiSe pro uéebni texty. Neni zfejmé,
proc jsou diskutovany techniky, které v praci nebyly pouzity, napt. ionizaéni zdroj pro APPI,
Orbitrap ¢i iontova mobilitni spektrometrie. Experimentalni ¢ast je sepsana standardnim
zplisobem dle zvyklosti v oboru. Vysledky prace jsou pak predstaveny a diskutovany na 24
strandch textu doplnéného tabulkami, obrazky a grafy. Z moina az pfilis struéné diskuse
v kapitole o profilovani mastnych kyselin nevyplyva tcel téchto experimentl — neni jasné, zda
bylo cilem optimalizovat metodiku GC/MS, ¢&i ji pouZit na analyzu vybranych vzorkd. Naopak
ddvody pro vyvoj komprehensivni dvourozmérné chromatografie a reverzni chromatografie
pro velmi ucinnou separaci lipid(l jsou zfejmé a vysledky ziskané pomoci téchto metod jsou
zajimavé. Uchazecka dobre zvladla naroc¢nou optimalizaci téchto separacnich systémd.
Posledni ¢ast této kapitoly je vénovana tzv. ,shotgun” metodé analyzy lipidomu, kterou
uchazecka validovala a vyuZila pro porovnani lipidového sloZeni nadorové a zdravé tkané.
VSechny ziskané vysledky jsou pak stru¢né shrnuty a zhodnoceny v zavérecné kapitole. Po
formalni strance je prace kvalitni, s minimem preklepd a chyb.

K disertacni praci mam tyto poznamky a dotazy:

1/ Prestoze je prace psand velmi srozumitelné a odborné spravné, nalezl jsem nékolik
drobnych nepfesnosti: str. 36: dovolil bych si pochybovat o tvrzeni, Ze iontova past je dnes
nejc¢astéji uzivanym hmotnostnim analyzatorem; str. 38: méfici cela ICR u soucasnych pfistrojt



neni krychlova; ke stlaCovani iontl u Orbitrapu nedochdzi v analyzatoru, ale v tzv. C-pasti
(zakrfivena linearni past); str. 40, 41: cis-trans izomerie neni konformacni izomerie.

2/ VTab. 4 jsou uvedeny relativni koncentrace FA. Jakym zplisobem byla provedena
kvantifikace? Prosim o komentar k zjisténym FA a jejich koncentracim, napf. pro¢ se v moci
vyskytuje FA 22:1(13Z) ve velké koncentraci, zatimco v ostatnich mérenych vzorcich nebyla
tato mastna kyselina detegovana?

3/ V prvnim rozméru 2D chromatografie (RP) se dle oCekavani objevuji nepolarni latky, jako
jsou TG a CE na samém konci chromatogramu. Chtél bych se zeptat, zda dochazi ke kompletni
eluci vSech lipidd? Mobilni faze na konci gradientu stdle obsahuje 0,5 % vody, ktera muze
branit eluci extrémné nepolarnich latek.

4/ Zavislosti retencnich cast v homologickych sériich latek jsou velmi uZite¢né, v nadi
laboratofi jsme je v minulosti napt. pouzily napf. pro vylouceni faleSné pozitivnich identifikaci
u nepolarnich lipidd. MGj dotaz sméfuje na potencidlni vyuzZiti tohoto pristupu pro identifikaci
lipidd s methylovym vétvenim. Takové lipidy poskytuji stejna MS spektra jako jejich nevétvené
analogy, retencni ¢asy se vsak vzajemné mirné lisi. Byla by toto cesta k identifikaci vétvenych
lipid(i? Jaké je zastoupeni lipidt s methylovym vétvenim ve studovanych vzorcich?

5/ Jakym zplsobem byla vyhodnocovana intenzita signalu pfi ,,shotgun” analyze v pfipadg, e
lipid poskytoval vice typl aduktovych iontd, napf. [M+H]" a [M+NH4]*?

6/ Nakonec prosim o obecné porovnani LC/MS a ,,shotgun” pfistupl pro analyzu lipidg.

Zavérem rad konstatuji, Ze Ing. Magdaléna Ovcacikova prispéla k rozvoji metodiky
analyzy lipidd a jeji disertacni praci hodnotim jako zdafilou. Uchazedka je spoluautorkou
¢tyfech plvodnich védeckych praci v impaktovanych ¢asopisech, pficemz u dvou z nich je
uvedena jako prvni autorka. Aktivné prezentovala svoji praci na fadé narodnich a
mezinarodnich konferenci. Ing. Magdaléna Ovcacikova tak dostatecné prokazala schopnost a
pfipravenost k samostatné védecké Cinnosti, jeji disertacni prace spliiuje viechny naleZitosti a
proto ji doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 30. zari 2016
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doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.



